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生物の運動器官である繊毛は、他にも細胞の形態形成や分化など、機能発現に重要な役割を果たしている
ことが分かっている。また、繊毛病(繊毛に関係する遺伝子の異常により引き起こされる病気)など、ヒトの
疾患の原因となることが知られており、繊毛の制御機構の解明は医学的にも、重要な研究課題とされている。
繊毛の形成や運動制御機構を解明する一つの方法として、プルテウスの遊泳運動に関わる繊毛の制御機構
の解析を、マイクロエレクトロポレーション法によって行うことが考えられる。エレクトロポレーション(電
気穿孔法)とは、細胞に電気を流し、その電流で細胞膜に微細な孔を開け、細胞内に種々の外来物質を注入
する方法である。その中でも、この実験で使用するマイクロエレクトロポレーションは、先の細い針から電
流を流すので、特定の発生段階の単一細胞に物質を注入することができる。この方法は、直接細胞に傷つけ
ることなく、微小な穴をあける事ができるのが特徴で、哺乳類の神経細胞への応用は多くの実績がある
［Sakaki et al., 2009］。微小な針から電流を流すことが出来る、マイクロエレクトロポレーション法を使
って、モルフォリノなど、遺伝子をノックアウトする物質をウニ卵へ導入し、遺伝子発現を操作し繊毛の制
御機構解析を行うことを最終目標としている。その研究の為の前段階として、本研究では蛍光色素を使用し
たマイクロエレクトロポレーション法の最適条件の検討を行った。 
 マイクロエレクトロポレーション法の条件検討の第一歩として、技術的により簡易なエレクトロポレー
ション法を使って、効率的に膜に電流をながす溶液や、流す電流、電圧の値の検討を行った。その結果、マ
ニトール、D(+)-グルコースを主成分とする人工海水(MgCl2, CaCl2, KClも含む)を作成した。海水中の電解
質であるNaClを非電解質に変えることによって、卵の周りに流れる電流を抑え、効率よく細胞膜に電流を
流すことができた。また、未受精卵に用いるエレクトロポレーション用の電気パルスは、パルス頻度を 200 
Hz、各パルスの幅を 1.5 msで条件を検討した。パルス継続時間を 5~50秒間、電圧を 30 mVから 6000 mV
の範囲で最適な条件を調べた。低い電圧では、注入された蛍光色素が観察しづらかった。4000 mV 前後の
電圧条件に設定することで卵に注入された蛍光を観察することができた。そして、電圧を 4800 mVに設定
し、10秒電流を流すことで、6割の確立で蛍光色素を注入することができた。しかし、蛍光色素が観察され
るプルテウス幼生まで発生した電圧パルスの条件は 4000 mVであった。 
次に、この結果と精子を用いた研究［Takao & Kamimura, 2010］に習って、ガラス微小針電極を用いた
マイクロエレクトポレーション法によるウニの未受精卵と受精卵への蛍光色素注入を試みた。この研究に
おいても、種々の電圧、電流条件を詳細に検討した結果、未受精卵に与えるパルス頻度を 200 Hz、パルス
の持続時間は 1.5 msに設定、つまり、800パルスの連続パルスを、10回前後、刺激を繰り返し与え、電圧
は 400 mVという条件にすることで、卵に蛍光色素を効率よく注入することができた。また、この条件で電
圧を 500 mVに変更すると、第一卵割をした卵割の片側に蛍光色素を注入することができた。色素が注入さ
れた受精卵、未受精卵共に、まだダメージが大きく、色素注入後の卵が発生する最適な実験条件はまだ見つ
かっていない。したがって、一度、マニトールとグルコースを含む人工海水を作成した。作成したマニトー
ル人工海水とグルコース人工海水に受精膜を取り除いた卵を 10分間浸した後、発生率を調べた。結果、グ
ルコース人工海水の方が、マニトール人工海水に比べて発生率が良かった。このことから、グルコース人工
海水の方が卵の発生に影響がないということが考えられる。また、マニトールより、グルコースの方が溶解
度が大きいため、海水中の NaClを全て糖に置き換えられることが可能となる。さらに、この二つの人工海
水を使用して、マイクロエレクトロポレーションを行ったところ、マニトール人工海水を使用した時は、7
個の卵に色素を卵に注入することができた。その内、そのうち 2個の卵の発生が観察できた。グルコース人
工海水を使用したときは、5 個の卵に色素を注入することができた。その内 2 個の卵の発生が観察された。
今後は、グルコース海水を使用したマイクロエレクトロポレーション法を検討していく必要がある。さらに、
siRNAなど、実際に遺伝子分子を導入することを研究していくとよいと考えている。 
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